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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

© Verfahren zur Zellmessung 

Eine zu testende Zelle kann exakt und mit hoher Empfind- * 
lichkeit nachgewiesen werden, indem man einen Antikorper, 
der spezifisch mit der zu testenden Zelle reagiert, in haften- 
de Verbindung mft Mikrokapseln oder Latexteilchen bringt, 
die zu testende Zelle mit dem Antikorper, an dem die zu te- 
stenden Zellen oder Latexteilchen haften, reagieren laStund 
anschliefjend die zu testenden Zellen durch Lichtstreuung, 
Uchtabsorption oder Fluoreszenz unter Anwendung von 
FlieSzytometrie nachweist. 
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Patentanspriiche 

t. Verfahren zur Zellmessung. dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man 

5 

— einen Antikorper. der spezifisch mit einer 
zu testenden Zelle reagiert. an Mikrokapseln 
oder Latexteilchen anbringt 

— die zu testende Zelle mit dem an den Mikro- 
kapseln oder Latexteilchen haftenden Ami- to 
korper reagieren lasst und 

— die zu testende Zelie durch Lichtstreuung, 
Lichtabsorption oder Fluoreszenz nachweist 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 15 
zeichnet dass der Nachweis der zu testenden Zelle 
durch Fliesszytometrie erfolgt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet dass die Mikrokapseln eine Licht absor- 
bierende Substanz oder eine fluoreszierende Sub- 20 
stanz enthalten. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es sich bei den Mikrokapseln um Li- 
posomen handelt. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 25 
zeichnet. dass es sich bei dem Antikorper um einen 
monoklonalen Antikorper handelt. 

6. Verfahren zur Zellmessung, dadurch gekenn- 
zeichnet. dass man 

30 

— einen Antikorper. der spezifisch mit einer 
zu testenden Zelle reagiert, an Mikrokapseln, 
die eine lichtabsorbierende Substanz oder eine 
fluoreszierende Substanz enthalten, anbringt, 

— die zu testende Zelle mit dem an den Mikro- 35 
kapseln haftenden Antikorper reagieren lasst 
und 

— anschliessend die zu testende Zelle durch 
Lichtabsorption oder Fluoreszenz unter An- 
wendung von Fliesszytometrie nachweist. 40 



— Mikrokapseln oder Latexteilchen mit einer 
Mehrzahl von unterschiedlichen, daran haften- 
den Antikorpern bereitstellt, wobei die Anti- 
korper spezifisch mit der gleichen zu testen- 
den Zelle reagieren, 

— die zu testende Zelle mit einer Mehrzahl der 
unterschiedlichen, an den Mikrokapseln oder 
Latexteilchen haftenden Antikorper reagieren 
lasst und 

— anschliessend die zu testende Zelle durch 
Lichtstreuung, Lichtabsorption oder Fluores- 
zenz unter Anwendung von Fliesszytometrie 
nachweist 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Mikrokapseln eine lichtabsorbie- 
rende Substanz oder eine fluoreszierende Substanz 
enthalten und der Nachweis der zu testenden Zelle 
durch Lichtabsorption oder Fluoreszenz durchge- 
fiihrt wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sich bei den Mikrokapseln um Lipo- 
somen handelt 

15. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass Latexteilchen mit daran haftenden, 
unterschiedlichen Antikorpern bereitgestellt wer- 
den und der Nachweis der zu testenden Zelle durch 
Lichtstreuung durchgefuhrt wird. 

16. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Latexteilchen aus Polystyrol her- 
gestellt worden sind. 

17. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es sich bei den unterschiedlichen An- 
tikorpern um monoklonale Antikorper gegen un- 
ter schiedliche, auf der Oberflache der zu testenden 
Zelle vorliegende Antigene handelt 

18. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es sich bei den zu testenden Zellen 
um verschiedene Typen von funktionellen T-Zellen 
handelt 



7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet dass es sich beim Antikorper um einen 
monoklonalen Antikorper handelt 

8. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 45 
zeichnet, dass es sich bei den Mikrokapseln um Li- 
posomen handelt. 

9. Verfahren zur Zellmessung, dadurch gekenn- 
zeichnet dass man 

50 

— einen Antikorper, der spezifisch mit einer 
zu testenden Zelle reagiert, an Latexteilchen 
anbringt, 

— die zu testende Zelle mit dem an den La- 
texteilchen haftenden Antikorper reagieren 55 
lasst und 

— anschliessend die zu testende Zelle durch 
Lichtstreuung und Anwendung von Fliesszyto- 
metrie nachweist. 

60 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet dass die Latexteilchen aus Polystyrol her- 
gestellt worden sind. 

11. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet dass es sich beim Antikorper um einen 65 
monoklonalen Antikorper handelt 

12. Verfahren zur Zellmessung, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Zellmessung, 
insbesondere ein mittels Fliesszytometrie vorgenomme- 
nes Verfahren, das einen exakten Nachweis, d.h. eine 
qualitative Analyse und/oder eine quantitative Bestim- 
mung von nur einer gewunschten Zelle in einer Gruppe 
von zahlreichen Typen von Zellen, ermoglicht 

Bei einem herkommlichen Verfahren zur Zellmes- 
sung durch Fliesszytometrie werden Zellen durch ein 
enges Rohr geleitet, mit einem Laserstrahl bestrahlt und 
aufgrund der Streuung nachgewiesen. Ein weiteres her- 
kdmmliches Verfahren zur Zellmessung durch Fliesszy- 
tometrie besteht darin, dass man eine fluoreszierende 
Substanz direkt oder indirekt an einem Antikorper, der 
spezifisch mit den zu testenden Zellen reagiert, anbringt, 
die zu testenden Zellen mit dem mit der fluoreszieren- 
den Substanz markierten Antikorper reagieren lasst 
und dabei feststellt, ob es sich um die gesuchten Zellen 
handelt oder nicht Dabei werden beim letztgenannten 
Verfahren die gesuchten Zellen mit der fluoreszieren- 
den Substanz markiert, so dass sie von unmarkierten 
Zellen unterscheidbar sind. 

Ein Verfahren zum Anbringen des fluoreszierenden 
Markers am Antikorper bei der letztgenannten her- 
kommlichen Methode wird von Ohta et aL, Flow Cyto- 
metry (Technique and Practice), Kani Shobo Co., Ltd.. 
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21.4.1984, Seiten 110-121 beschrieben. 

Eine zur Fliesszytometrie verwendete Messvorrich- 
tung ist in JA-OS 2 09 147/85 beschrieben. 

jedoch gelingt es bei dem herkommlichen Verfahren 
unter Anbringen einer fiuoreszierenden Substanz an ei- 5 
nem Antikdrper nicht in ausreichendem Masse, die fluo- 
reszierende Substanz in haftende Verbindung mit dem 
Antikorper zu bringen. Daher ist der Fluoreszenzanteil 
unzureichend und die mit der fiuoreszierenden Substanz 
markierten Zellen lassen sich nicht exakt nachweisen. 10 
Ferner ist es unmdglich, aus dem Fluoreszenzanteil die 
Zellen genau quantitativ zu ermitteln oder den Antigen- 
anteil auf der Zelloberflache exakt zu messen. ' 

Das herkdmmliche Verfahren zur Zellmessung durch 
Fliesszytometrie unter Anwendung der Lichtstreuung 15 
ist insofern mit Nachteilen behaftet, als die Intensitat 
der Streuung aufgrund der unzureichenden Grosse der 
Zellen gering ist. 

Daher gelingt der Nachweis der Zellen aus der Inten- 
sitat der Streuung nicht exakt 

In der JA-OS 1 32 870/86 ist ein Verfahren beschrie- 
ben, bei dem verschiedene Immunoglobuline durch 
Fliesszytometrie unter Verwendung von Latexteilchen, 
die sich im Durchmesser voneinander unterscheiden, 
nachgewiesen werden. Bei einem derartigen Verfahren 
werden nicht riur Latexteilchen mit einem daran ange- 
brachten Antikorper, sondern auch mit einer fiuoreszie- 
renden Substanz markierte Antikdrper verwendet Da- 
her ist ein aufwendiges Messverfahren erforderlich. 
Ausserdem ist der Anteil der an den Antikorper gebun- 
denen fiuoreszierenden Substanz gfenau so gering wie 
beim herkommlichen Verfahren, so dass die Signale 
nicht ausreichen, den Anteil der umgesetzten fiuoreszie- 
renden Substanz von der Lichtstreuung der nicht-umge- 
setzten Latexteilchen klar zu unterscheiden. Demge- 
mass lassen sich bei Anwendung dieses Verfahrens auf 
die Zellmessung Zellen nicht auf einfache Weise nach- 
weisen. 

Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zur Zell- 
messung bereitzustellen, das einen exakten und einfa- 
chen Nachweis, d.h. eine qualitative und/oder quantitati- 
ve Analyse der zu testenden Zellen, ermdglicht, wobei 
die vorerwahnten Schwierigkeiten iiberwunden wer- 
den. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Zell- 
messung, bei dem man 

— einen Antikorper, der spezifisch mit einer zu 
testenden Zelle reagiert, an Mikrokapseln oder La- 
texteilchen anbringt, 

- die zu testenden Zeile mit dem an den Mikro- 
kapseln oder Latexteilchen haftenden Antikorper 
reagieren lasst und 

— anschliessend die zu testende Zelle durch Licht- 
streuung, Lichtabsorption oder Fluoreszenz nach- 55 
weist. 

Gegenstand der Erfindung ist ferner ein Verfahren 
zur Zellmessung, bei dem man 

60 

- einen Antikorper, der spezifisch mit einer zu 
testenden Zelle reagiert, an Mikrokapseln, die eine 
lichtabsorbierende Substanz oder eine fluoreszie- 
rende Substanz enthalten, anbringt, 

— die zu testende Zelle mit dem an den Mikrokap- es 
seln haftenden Antikdrper reagieren lasst und 

- anschliessend die zu testende Zelle durch Licht- 
absorption oder Fluoreszenz unter Anwendung 



von Fliesszytometrie nachweist. 

Gegenstand der Erfindung ist ferner ein Verfahren 
zur Zellmessung, bei dem man 

— Mikrokapseln oder Latexteilchen mit einer 
Mehrzahl von daran haftenden, unterschiedlichen 
Antikdrpern bereitstellt, wobei die Antikdrper spe- 
zifisch mit der gleichen zu testenden Zelle reagie- 
ren, 

— die zu testende Zelle mit einer Mehrzahl der an 
den Mikrokapseln haftenden, unterschiedlichen 
Antikdrper oder Latexteilchen reagieren lasst und 

— anschliessend die zu testende Zelle durch Licht- 
streuung, Lichtabsorption oder Fluoreszenz unter 
Anwendung von Fliesszytometrie nachweist. 

Da erfindungsgemass ein oder mehrere Antikdrper, 
die spezifisch mit einer zu testenden Zelle reagieren, an 
20 Mikrokapseln oder Latexteilchen angebracht sind, wer- 
den folgende Wirkungen erzielt. Die Grdsse der Zelle, 
an der Latexteilchen oder Mikrokapseln haften, ist im 
Vergleich zum Zustand vor dem Anbringen dieser Kdr- 
per grosser, so dass die Intensitat des gestreuten Lichts 
25 erhdht wird. Ferner fiihrt die Einkapselung einer licht- 
absorbierenden Substanz oder einer fiuoreszierenden 
Substanz in den Mikrokapseln zu einer Erhdhung der 
absoluten Menge der lichtabsorbierenden Substanz 
oder der fiuoreszierenden Substanz. Dadurch wird das 
30 Absorptionssignal oder Fluoreszenzsignal verstarkt. 

Aufgrund der Verstarkung des Absorptionsignals 
oder Fluoreszenzsignals ist ein sehr exakter Nachweis, 
d.h. eine qualitative und quantitative Analyse von ge- 
wtinschten, speziell zu testenden Zellen mdglich. Ge- 
35 mass dem erfindungsgemassen Messverfahren lasst sich 
eine exakte qualitative und quantitative Zellanalyse 
nach einem sehr einfachen Verfahren vornehmen. 

Nachstehend wird die Erfindung an Hand der Zeich- 
nung naher erlautert Es zeigen: 

Fig. 1 ein Fliessschema einer Ausfuhrungsform der 
Erfindung; 

Fig. 2 eine schematische Darstellung der Struktur ei- 
nes Fliesszytometers; 

Fig. 3 ein Histogramm zur Erlauterung der Bezie- 
hung der Fluoreszenzintensitat einer gemass der Aus- 
fuhrungsform von Fig. 1 behandelten Probe und der 
Zeilzahl; 

Fig. 4 ein Diagramm zur Erlauterung der Beziehung 
zwischen der Fluoreszenzintensitat und der Zeilzahl bei 
einem herkommiichen Verfahren, bei dem eine fluores- 
zierende Substanz direkt an einer zu testenden Zeile 
angebracht wird; 

Fig. 5 ein Fliessschema einer weiteren Ausfuhrungs- 
form der Erfindung, bei der die Zellmessung unter Ver- 
wendung einer Mehrzahl von unterschiedlichen Anti- 
kdrpern erfolgt; 

Fig. 6 ein Diagramm zur Erlauterung der Beziehung 
zwischen der Fluoreszenzintensitat und der durch die in 
Fig, 5 gezeigten Ausfuhrungsform bestimmten Zeilzahl; 

Fig. 7 ein Histogramm zur Erlauterung der Bezie- 
hung zwischen der Fluoreszenzintensitat und der durch 
eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung bestimm- 
ten Zeilzahl, wobei anstelle von Liposomen fluoreszie- 
rende Latexteilchen verwendet werden. 

Bei der in Fig. 1 gezeigten Ausfuhrungsform der er- 
findungsgemassen Zellmessung ist eine Markierungs- 
substanz 2 in Mikrokapseln 1 eingekapselt Als markie- 
rende Verbindung kann entweder eine Iichtabsorbieren- 
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de Substanz oder fiuoreszierende Substanz verwendet 
werden. Bei der Einkapselung einer fluoreszierenden 
Substanz betragt deren Menge im allgemeinen das 100- 
bis 1000-fache der Menge, die bei'm herkommirchen 
Verfahren eingesetzt wird. bei der eine fiuoreszierende 
Substanz an einem Antikdrper angebracht wird. Infol- 
gedessen wird das Signal zum ZeUnachweis auf das 
lOObis 1000-fache verstarkt. Durch die Verstarkung des 
Signals erhoht sich die Empfindlichkeit zum genauen 
Nachweis der gewiinschten Zellen in Unterscheidung 
von einer Gruppe anderer Zellen. 

Jm Falle einer lichtabsorbierenden Substanz wird de- 
ren absolute Menge ebenso wie im Fall einer fluoreszie- 
renden Substanz erhoht, so dass die Intensitat der Ab- 
sorption verstarkt wird. Infolgedessen kann die Menge 
des unter Einwirkung der zu testenden Zellen absor- 
bierten Uchts exakt bestimmt werden, wobei eine Un- 
terscheidung von der Lichtmenge, die auf eine Gruppe 
von anderen Zellen zuruckzuftihren ist, moglich ist. Auf 



so dass die Richtung der gesamten Wassertropfen zur 
positiven Elektrode hin verandert wird. Die zu testen- 
den Zellen lassen sich auf diese Weise von anderen Zel- 
len abtrennen und in einem ProbensammelgefM ss 29 auf- 
5 fangen. 

Nachstehend wird ein konkretes Ausfiihrungsbeispiel 
zur Erlauterung der in Fig. 1 gezeigten Ausftihrungs- 
form naher erklart. 
AIs Verfahren zur Herstellung von Mikrokapseln 
to Iasst sich die Methode von Hsia et al., Methods in Enzy- 
mology, Band 74, Seite 152 anwenden. AIs in die Mikro- 
kapseln einzufuhrende Markierungssubstanz konnen 
beliebige Substanzen verwendet werden, sofern es sich 
um fiuoreszierende oder lichtabsorbierende Substanzen 
15 handelt. AIs fiuoreszierende Substanzen kommen bei- 
spielsweise Fluorescein-isothiocynat (FITG), Rhoda- 
min-isothiocynat (RITC), substituiertes Rhodamin-Isot- 
hiocynat (SRITC) und Rhodamin B in Frage. Bei Ver- 
wendung von FITC ist dessen Konzentration bei der 



diese Weise gelingt der Nachweis und die quantitative 20 Herstellung von Mikrokapseln zu berticksichtigen, da es 
Bestimmung der gewiinschten Zellen. bei einer zu hohen Konzentration zu einem Auslosch- 

Anschliessend wird ein Antikdrper 3 an den die mar- vorgang kommt. AIs lichtabsorbierende Substanzen 
kierende Substanz einkapselnden Mikrokapseln ange- konnen beispielsweise chelatbildende Mittel, wie Arse- 
bracht Der markierte Antikorper 4 wird mit der zu nazo-fll (2 t 7-Bis-(2arsonophenylazo)-l,8-dihydroxy- 
testenden Zelle umgesetzt, um eine Antigen-Antikor- 25 naphthaIin-3,6-disuIfonsaure), 5-Br-PAPS (2-(5-Brom- 
per-Reaktion hervorzurufen. Bei Anwendung eines spe- 2-pyridylazo)-5-(N-propyl-Nsulfopropylamino)-phenyl- 
zifisch mit den zu testenden Zellen (z.B. Krebszellen) natriumsalz), Chromazurol B (2,6-DichIor-3',3"-dime- 
reagierenden Antikorpers reagiert ein Antigen 6 der zu thyl-4-hydroxyfuchson-5',5"-dicarbonsaure) und Chro- 
testenden Zelle mit dem markierten Antikorper 4, so mazurol S (3-SuIfo-2,6-dichlor-3 , ,3"-dimethyI"4'hy- 
dass die zu testende Zelle mit einer fluoreszierenden 30 droxyfuchson-5',5"-Dicarbonsaure) f Methylcaseinblau 



Substanz oder lichtabsorbierenden Substanz markiert 
wird 

Die auf diese Weise erhaltene markierte Zelle 7 wird 
in ein Fliesszytometer(vgI.Fig. 2) eingefuhrt. 

In Fig. 2 wird ein Strom von Zellen 21 in einem Behal- 35 
ter 22 erzeugt Es entsteht ein Strom von Einzelzellen in 
einer Durchflusszelle 24. Eine Lichtquelle 23 ist auf der 
Hohe der Durchflusszelle 24 angeordnet. Auf der ande- 
ren Seite der Druchflusszelle 24 befindet sich ein Schlitz 
25. Durch den Schlitz 25 hindurchtretendes Licht ge- 40 
langt in einen Detektor 26. Vom Detektor 26 wird ein 
Nachweissignal an den Signalprozessor 27 abgegeben. 
Im Signalprozessor 27 wird aus dem Fluoreszenzanteil 
oder dem Anteil des absorbierten Lichts eine qualitative 
und quantitative Messung der zu testenden Zellen 45 
durchgefuhrt. 

Die zu testenden Zellen gelangen durch das enge 
Rohr (Durchflusszelle) und werden aus der Lichtquelle 
23 mit einem Laserstrahl bestrahlt. Ob es sich um die zu 
testende Zelle handeh oder nicht, Iasst sich aus dem 50 
Fluoreszenzanteil oder dem Anteil an absorbiertem 
Licht in der durch die Bes trahlung mit dem Laserstrahl 
hervorgerufenen Fluoreszenzemission oder Lichtab- 
sorbtion beurteilen. Es kann auch eine quantitative Be- 
stimmung der zu testenden Zellen durchgefuhrt werden. 55 
Ferner Iasst sich eine qualitative und quantitative Analy- 
se der zu testenden Zellen auch durch Lichtstreuung 
ermitteln. Es kann auch eine Zellsortiervorrichtung an 
den in Fig. 2 gezeigten Fliesszytometer angeschlossen 
werden. Die zu testenden Zellen gelangen zusammen 60 
mit einem Wasserstrahl nach unten. Wenn sie genau die 
Stelle erreichen. wo sich der Wasserstrahl in Wasser- 
tropfen verwandelt, wird dem Wasserstrahl eine positi- 
ve oder negative elektrische Ladung erteilt. Weist die 
Zelle eine negative Ladung auf, so werden die Zelle 65 
enthaltende Tropfen wahrend des Durchlaufens eines 
durch eine hohe Spannung erzeugten elektrischen Felds 
28 in Richtung zu einer positiven Elektrode abgelenkt, 



(4-Methylumbelliferonmethylen-N-methyIglycin), Neo- 
Thorin (2-(l,8-Dihydroxy-3,6-disuIfo-2-naphtylazo)-phe- 
nylarsonsaure), TAMSMB (2-(2-ThiazolyIazo)-4-me- 
thyl-5sulfomethylaminobenzosaure), Amidoschwarz, 
Riboflavin und Methylrot verwendet werden. 

AIs Verfahren zur Herstellung einer haftenden Ver- 
bindung eines Antikorpers an Liposomen kommt ein 
herkommliches -Verfahren gem&ss Nature, Band 288, 
(1980), Seite 602-604 in Frage. Dabei wird ein Antikor- 
per an Liposomen unter Verwendung eines Vernet- 
zungsmitteis, wie SPDP (N-SuccinimidyI-3-(2-pyridylt- 
hio)-propionat), SMPB (N-SuccmimidyI-4-(p-maleimi- 
dophenyI)-butyrat), SMPA (N-Succinimidyl-4-(p-maIei- 
midophenyl)-acetat) oder dergl. angebracht. Erfindung- 
gemass kdnnen beispielsweise als von Liposomen ab- 
weichende Mikrokapseln Erythozyten-"Geistmembra- 
nen" verwendet werden. 

Wird die erfindungsgemasse Zellmessung unter Ein- 
satz eines Antikorpers mit daran haftenden Latexteil- 
chen durchgefuhrt, so Iasst sich das Reagenz beispiels- 
weise nach folgendem Verfahren herstellen. 

AIs Latexteilchen werden solche aus Polystyrol be- 
vorzugt Der Teilchendurchmesser liegt vorzugsweise 
im Bereich von 10~ 4 m bis 10- 10 m. Die Latexteilchen 
konnen gefarbt sein. Ein Verfahren zum Anbringen ei- 
nes Antikorpers an Latexteilchen umfasst beispielswei- 
se das Homogenisieren der Latexteilchen und des Anti- 
korpers in einer geeigneten Pufferlosung, wobei der An- 
tikdrper durch physikalische Adsorption in haftende 
Verbindung mit den Latexteilchen gebracht wird. 

Zur exakten Zellmessung wird erfindungsgemass die 
Verwenung von monoklonalem Antikorper bevorzugt 
Das Fab- Fragment des monoklonalem Antikorpers ist 
zur Stimulierung der Reaktionsgeschwindigkeit beson- 
ders bevorzugt 

Nachstehend wird ein bevorzugtes Verfahren zur 
Auf bereitung der zu testenden Zellen, z.B. die Herstel- 
lung einer Zellsuspension aus Blut, naher erlautert. In 
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einem Reagenzglas mit einem Gehalt an Antikoagula- 
tionsmittel werden 10 ml Blut aufgefangen. Das Blut 
wird zentrifugiert (700 xg), urn Plasma urid Gerinnungs- 
hautehen voneinander zu trennen. Das Plasma wird ent- 
fernt und das Gerinnungshautchen mit einer Pipette ge- 
wonnen. Sodann wird das Gerinnungshautchen mit 1 0 
ml Puffer aufgeftillt. Die erhaltene Suspension wird auf 
5 ml Ficoll-Hypaque in einem 15 ml- Zentrifugerirdhr- 
chen aufgebracht und 20 Minuten bei 700 xg zentrifu- 
giert. Durch die Zentrifugation entsteht eine mononu- 
kleare Zellschicht zwischen einer Schicht des Suspen- 
sionsmediums und einer Fieoll-Hapaque-Schicht. Die 
Schicht wird mittels einer Pipette gewonnen, in ein 15 
ml-Reagenzglas gebracht und in Puffer suspendiert. Ei- 
ne lOminutige Zentrifugation wird etwa zweimal wie- 
derholt, um einen zentrifugalen Waschvorgang durch- 
zufiihren. Nach dem Waschen wird eine Zellsuspension 
mit einer Konzentration von 5 bis lOx lO 6 Zellen/ml 
unter Yerwendung von Puffer hergestellt. 100 u.1 der 



de Substanz direkt an anti-Leu 3a-monokIonalem Anti- 
korper angebracht ist. In Fig. 3 und Fig. 4 bedeutet das 
Bezugszeichen 1 jeweils die Fluoreszenz aufgrund der 
Zeilen selbst und das Bezugszeichen 2 jeweils die Fluo- 
5 reszenz aufgrund der markierten Zeilen. 

Wie bereits erwahnt, ist Fig. 4 ein nach einem her- 
kommlichen Verfahren erhaltenes Histogramm, wobei 
eine fluoreszierende Substanz direkt an monoklonalem 
Antikdrper gebunden ist. 

io Beim herkdmmlichen Verfahren betragt die Fluores- 
zenzintensitat von Zeilen, die nicht an monokionalen 
Antikorper gebunden sind, dh. von Zeilen ohne Leu 
3a- Antigen an ihrer Oberflache, etwa 10, wahrend die 
Fluoreszenzintensitat von markierten Zeilen etwa 10 

15 mal so hoch wie die Intensity von Zeilen ohne Leu 3a 
ist Dagegen betragt beim erfindungsgemassen Verfah- 
ren, bei dem eine Zellsuspension zur Markierung von 
Zeilen mit Mikrokapseln hergestellt wird, die Fluores- 
zenzintensitat der markierten Zeilen etwa das 100-fache 



erhaltenen Zellsuspension werden zu 5 bis 10 jal einer 20 der Zeilen ohne Leu 3a-Antigen. Aus dieser Tatsache ist 
Vorratsldsung von mit Mikrokapseln markiertem mo- ersichtlich, dass es das erfindungsgefnasse Verfahren er- 
noklonalem Antikorper gegeben. Dabei enthalten die moglicht, Zeilen mit hoherer Empfindlichkeit qualitativ 
Mikrokapseln die vorstehend beschriebene fluoreszie- und quantitativ zu bestimmen, als dies beim herkommli- 
rende Substanz. Die Terhperatur bei der Reaktion des chen Verfahren der Fall ist. Ausserdem ermoglicht das 
Antikorpers mit dem Antigen auf der Zelloberflache 25 Verfahren den Nachweis eines Antigens, das auf der 
betragt 4°C. Das Gemisch der Zellsuspension und der Zelloberflache in geringen Mengen vorliegt. Es ist damit 
Vorratsldsung wird etwa 30 Minuten stehen gelassen. zur Analyse von Zelloberflachen geeignet. 
Nach beendeter Antigen- Antikorper- Reaktion wird der Nachstehend wird eine weitere AusfUhrungsform der 
zentrifugale Waschvorgang dreimal unter Verwendung Erfindung anhand der Zeichnung naher erlautert. Fig. 5 
von Phosphatpuffer wiederholt und schliesslich werden 30 zeigt ein Fliessdiagramm einer derartigen Ausfiih rungs- 
die Zeilen in Phosphatpuffer auf ein Gesamtvolumen form. Gemass dieser Ausfiihrungsform werden Mikro- 
von 4-500 p,l resuspendiert. Die erhaltene Suspension kapseln mit einer Mehrzahl von monokionalen Antikor- 
wird in den in Fig. 2 gezeigten Fiiesszytometer gegeben. pern, die zur spezifischen Reaktion mit unterschiedlf- 
Antigen auf der Membranoberflache von T-Zellen chen Antigenen an der Oberfiache der gleichen zu te- 
wird auf die vorstehend beschriebene Weise untersucht. 35 stenden Zelle in der Lage sind, markiert. 



Zunachst wird anti-Leu 3a(T-Helfer/Inducer)-monokl6- 
naler Antikorper als monoklonaler Antikorper verwen- 
det. FITC wird in Mikrokapseln als fluoreszierende Sub- 
stanz eingekapselt. Anti- Leu 3 a- monoklonaler Antikor- 
per wird an dem FITC enthaltenden Mikrokapseln ge- 
mass einem herkdmmlichen Verfahren angebracht. Der 
mit FITC markierte monoklonale Antikdrper wird der 
Antigen- Antikorper-Reaktion mit einer aus Blut gemass 
dem vorstehenden Verfahren hergestellten Zellsuspen- 



Eine Mehrzahl von unterschiedlichen Antikorpern ist 
an den Mikrokapseln angebracht. In Fig. 5 bezeichnet 
das Bezugszeichen 31 Mikrokapseln mit einem be- 
stimmten, daran haftenden Antikorper und das Bezugs- 
40 zeichen 32 eine weitere Mikrokapselart mit daran haf- 
tendem, unterschiedlichem Antikdrper. Diese markier- 
ten Antik6rper werden mit einer Zelle 3, die auf ihrer 
Oberflache eine Mehrzahl von Antigenen aufweist, zur 
Umsetzung gebracht. Die Mikrokapseln 31 und 32 ent- 



sion, wobei die Zelloberflache markiert ist, unterworfen. 45 halten die gieiche fluoreszierende oder lichtabsorbie- 



Die Zeilen, deren Oberflache auf diese Weise markiert 
ist, werden in einen Fliesszytometer eingefuhrt. Die Zei- 
len passieren das enge Rohr naeheinander einzeln mit 
konstanter Geschwindigkeit. Dabei werden die Zeilen 
mit Licht einer speziellen Wellenlange aus einer Licht- 
quelle bestrahlt. Da FITC als markierende Substanz ver- 
wendet wird, eignet sich ein Strahl mit einer Wellenlan- 
ge von 488 nm aus einem Argon- Ionenlaser. Durch den 
Laserstrahl angeregtes Licht wird als Fluoreszenzanteil 
mittels des Detektors 26 von Fig. 2, der senkrecht zum 
engen Rohr angeordnet ist, bestimmt Das den Detektor 
26 erreichende Signal wird in ein elektrisches Signal 
umgewandelt und im Signalprozessor 27 von Fig. 2 mit- 
tels eines Photomultipliers verstarkt. Die Anzahl der 



rende Substanz. Durch die vorstehende Umsetzung 
werden die markierten Antikorper an den entsprechen- 
den Antigenstellen der Zielzellen gebunden. Da an je- 
dem Antikarper eine Mikrokapsel haftet, ist der Abso- 
50 Iutanteil der lichtabsorbierenden Substanz oder der 
fluoreszierenden Substanz, der in den Mikrokapseln 
enthalten ist, grosser als in der vorstehend anhand von 
Fig. 1 erlauterten Ausfiihrungsform. Infolgedessen wird 
das Signal weiter verstarkt, so dass die qualitative und 
55 quantitative Analyse der spezfischen Zelle mit noch ho- 
herer Empfindlichkeit durchgeftihrt werden kann. Auch 
bei der Durchfuhrung der Zellmessung unter Licht- 
streuung wird die Intensitat der Streuung erhoht, da 
eine grosse Anzahl von Mikrokapseln mit der zu mes- 



Signai^ die in den Detektor gelangen, entspricht der go senden Zelle kombiniert wird und somit die Zellgrosse 

Zellzahl. Ein Histogramm lUsst sich erhalten, indem man erhoht wird. 

den Fluoreszenzanteil auf der Ar-Achse und die Anzahl Entsprechend der vorstehend erlauterten Zellmes- 

der Zeilen auf der y-Achse auf der Basis der so erhalte- sung mit Hilfe von Mikrokapseln, die mit einer Mehr- 

nen Signale auftragt. Fig. 3 zeigt ein Histogramm im .zahl von unterschiedlichen Antikorpern markiert sind, 

Fall der Messung von Lymphozyten unter Verwendung 65 i s t auch eine Zellmessung mit Hilfe von Latexteilchen, 

von anti-Leu 3a-monokIonalem Antikorper. Demgegen- die mit einer Mehrzahl von unterschiedlichen Antikor- 

uber zeigt Fig. 4 ein nach einem herkommlichen Verfah- pern markiert sind, moglich. In diesem Fall wird die 

ren erhaltenes Histogramm, bei dem eine fluoreszieren- Intensitat der Streuung aufgrund der zu testenden Zelle 
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weiter verstarkt, so dass die Zellegenauerqualitativund dung von fluoreszierenden Latexteilchen anstelle von 
quantitativ getestet werden kann. Liposomen durchgefilhrt wird, beschrieben. 

Nachstehend wird ein konkretes Ausfuhrungsbeispiel Zunachst wird ein Antikoper an fluoreszierenden La- 
fur diese Ausfuhrungsform beschrieben. Eine Zellsu- texteilchen angebracht Dadurch wird es den Teilchen 
spension wird auf die gleiehe Weise wie im Ausfiih- 5 ermoglicht, ein spezifisches Antigen auf der Oberflache 
rungsbeispiel zur Erlauterung von Fig. 1 hergestellt und der Zellmembran zu erkennen. 

auf 100 uJ aufgefiillt Die Zellsuspension wird mit jeweils 1 00 uJ Zellsuspension, die auf die gleiehe Weise wie in 
5 bis 10 u,t an Losungen, die jeweils die unterschiedli- dem vorstehend beschriebenen AusfOhrungsbeispiel 
chen monoklonalen Antikorper enthalten, versetzt. Die hergestellt worden ist, werden einzeln mit 20 ul einer 
Reaktion wird bei 4°C durchgefuhrt. Mikrokapseln mit to Suspension der fluoreszierenden Latexteilchen, an de- 
einem Gehalt an FITC sind vorher an diesem monoklo- nen AntikSrper haftet, versetzt und anschliessend 30 
nalen Antikorper angebracht worden. Nach 30 Minuten Minuten bei 40° C stehen gelassen. Nach Durchfiihrung 
wird 2 ml Phosphatpuffer zugesetzt und 3 mal ein zen- der Antigen-Antikdrper-Reaktion wird der zentrifugale 
trifugaler Waschvorgang durchgefuhrt. Nach dem Wa- Waschvorgang mit Phosphatpuffer 3 mal wiederholt 
schen werden die Zellen in Phosphatpuffer unter Ein- 15 Das erhaltene Produkt wird in 10 bis 500 ui Phosphat- 
stellung eines Gesamtvolumens von 4 —500 uiresuspen- puffer resuspendiert. Anschliessend wird die Suspen- 
diert. Als unterschiedliche monoklonale Antikorper sion, die fluoreszierende Latexteilchen enthalt, mit der 
konnen beliebige monoklonale Antikorper verwendet zu messenden Zelle umgesetzt. Hierauf folgt die Fliess- 
werden, die spezifisch mit den an der Oberflache von zytometrie. 

Lymphozyten vorliegenden Antigenen, sofern Lympho- 20 Ein Versuch wird durchgefuhrt, wobei anti-Leu 3a als 
zyten gemessen werden, reagieren. Beispielsweise sind Antikorper, der an fluoreszierende Latexteilchen ge- 
Moleklile von OKT3 und Leu 1 an den Membranen von bunden ist, verwendet wird. Das in diesem Versuch er- 
samtlichen Arten von T-Zellen als antigene Determin- haltene Histogramm ist in Fig, 7 dargestellt 
an ten vorhanden. Leu 3a und OKT4 sind auf der Ober- A us Fig. 7 ist ersichtlich, dass der Fluoreszenzanteil 
flache von Helfer-T-Zellen und Inducer-T-Zellen und 25 entsprechend der zu messenden Zelle im Vergleich zu 
Leu 2a und OKT8 an der Oberflache von Killer-T-Zel- Fig. 4, die ein herkdmmliches Verfahren reprasentiert, 
ien vorhanden. Daher kann die Zellmessung unter Ver- in uberraschender Weise erhoht ist 
wendung einer Mehrzahl von monoklonalen Antikor- 
pern, die diesen Antigenen entsprechen, durchgefuhrt 
werden, wobei die Anzahl von verschiedenen Typen 30 
von funktionellen T-Zellen bestimmt werden kann, d.h. 
mit hoher Emfpindlichkeit qualitativ und quantitativ be- 
stimmt werden kann. 

Werden beispielsweise anti-Leu 1 -monoklonale Anti- 
koper und anti-OKT3-monoklonale Antikorper ver- 35 
wendet, werden jeweils 10 pi der einzelnen Vorratslo- 
sungen zu 100 uJ der Zellsuspension gegeben, und an- 
schliessend wird die Reaktion durchgefuhrt, Vorher sind 
Mikrokapseln mit einem Gehalt an FITC in haftende 
Verbindung mit den monoklonalen Antikorpern ge- 40 
bracht worden. Werden anti-Leu 1 -monoklonale Anti- 
korper und anti-OKT3-monoklonale Antikorper ver- 
wendet, lassen sich T-Zellen mit hoher Empfindlichkeit 
messen. Nach der Reaktion der Mikrokapseln, an denen 
jeweils monoklonale Antikorper haften, mit der Zelle, 45 
wird das gleiehe Verfahren wie in der bei Fig. 1 erlauter- 
ten Ausfuhrungsform durchgefuhrt, und die Zelle wird 
in ein Fliesszytometer gegeben. Ein Histogramm der zu 
testenden Zelle ist in Fig. 6 gezeigt. In Fig. 6 ist das 
Auftreten von zwei getrennten Peaks ersichtlich, was 50 
auf den Unterschied in der Menge der umgesetzten An- 
tikorper zuruckzufuhren ist, d.h. auf den Unterschied in 
der Intensitat der Fluoreszenz zwischen den Zellen, wo- 
bei dieser Unterschied auf den unterschiedlichen Anti- 
genmengen der Zellen beruht. In Fig. 6 bezeichnet das 55 
Bezugszeichen 1 die Fluoreszenz aufgrund der Zellen 
selbst und die Bezugszeichen 2 und 3 die Fluoreszenz 
aufgrund der markierten Zelle. Fig. 6 zeigu dass die von 
der Kurve im Histogramm eingeschiossene Flache gros- 
ser ist als im Histogramm von Fig. 6 und dass die Anzahl eo 
der Zellen, die den einzelnen Fluoreszenzintensitaten 
entsprechen und nachgewiesen werden konnen, im Ver- 
gleich zum Histogramm von Fig. 3 erhSht ist. Dieses 
Ergebnis wird durch die verbesserte Prazision der quan- 
titativen Bestimmung aufgrund eines Anstiegs der Si- 65 
gnalintensitat erreicht. 

Nachstehend wird eine weitere Ausfuhrungsform der 
erfindungsgemassen Zellmessung, die unter Verwen- 
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